







　　【摘　要】　　目的　以一种简单、有效的方法制备多孔的纳米羟基磷灰石( nano hydroxyapat ite, nano-HA) -壳聚糖
( chit osan, CS)复合支架,并评价其理化性能及与细胞相容性。　方法　采用原位复合-冷冻干燥方法, 制备多孔 nano-
HA-CS 支架。通过扫描电镜、透射电镜、X 线衍射和傅立叶红外光谱分析支架的微观形貌及材料的组成。分离初生Wistar
大鼠的成骨细胞, 取传代培养第 3 代细胞分别与nano-HA-CS 支架和纯CS 支架共培养2、4、6、8 h,各时间点各取4 个样
品, 测定细胞在支架上的黏附率,并通过组织化学染色、扫描电镜观察细胞形态。　结果　nano-HA-CS 复合支架具有多
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【Abstract】　　Objective　T o fabr icate a nano-hydro xyapatite-chitosan ( nano-HA-CS) scaffo ld w ith high por osit y
by a simple and effectiv e technique and to evaluate the phy sical and chemica l proper ties and t he cy tocompat ibility of the
composit e scaffo ld. 　Methods　The t hr ee-dimensional nano-HA-CS scaffo lds w ith high por osity w er e prepar ed by the
in situ hybridization-fr eeze-dry ing method. The micro scopic mo rpholog y and components o f the composit e scaffolds were
analy zed by t he scanning electr on micro scopy ( SEM ) , the tr ansmission electron micr oscopy ( TEM ) , the X-ray
diffraction( XRD ) examination, and the Fourier t ransformed infrar ed spectr oscopy ( FT IR ) . The calvar ial osteoblasts
w ere isolated fr om the neonat al Wist ar ra ts. The ser ial subcultured cells ( 3rd passa ge) w ere respectiv ely seeded onto the
nano-HA-CS scaffold and the CS scaffold, and then w ere co-cultured for 2, 4, 6 and 8 hours. A t each time point, fo ur
specimens fr om each m atrix wer e taken to determ ine the cell-adhesion rat e. T he cell mo rpholog y was observ ed by the
histolo gical staining and SEM .　Results　The m acropo rous nano-HA-CS scaffo lds had a feature of high po ro sity w ith a
por e diam et er fr om 100 t o 500 Lm ( mostly 400-500 Lm ) . The scaffolds had a high inter val por osit y; however , the
inter val por osity w as obv iously decreased and the scaffo ld densit y w as incr ea sed w ith an incr ease in the cont ent s of CS
and HA . The SEM and TEM results show ed that the nano-sized HA w as synthesized and w as distr ibut ed on the por e
w alls homogeneously and cont inuously . T he XRD and FT IR result s show ed t hat the HA crystals w ere carbonat e-
substit uded and not w ell-cr ystallized. T he cyto compatibility test showed t hat t he seeded osteoblasts could adhere the
sca ffolds, pr olifer ating and producing the ex tr acellular matr ix on t he scaffolds. T he adherence rat e fo r the nano-HA-CS
sca ffolds w as obviously higher than t hat for the pure CS scaffolds. 　Conclusion　T he nano-HA-CS scaffo lds fabr icated
by the in situ hybr idization-fr eeze-drying m ethod have a good physical and chemical pr opert ies and a good
cyto compatibilit y; therefo re, this kind o f scaffo lds may be successfully used in the bone tissue eng ineering .
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　　具有多孔结构的三维支架是组织工程中的重要研
究内容。理想的骨组织工程支架应该能模拟骨组织的
形态、结构和功能[ 1]。壳聚糖( chitosan, CS)是一种天
然可降解多糖,生物相容性好,塑形容易, 已广泛应用









预先配制均一的HA 前体-CS 反应体系, 然后在强碱











5. 95×105 ,脱乙酰度90. 75%) ; KH2PO4、Ca( NO 3 ) 2·
4H2O、NaOH(分析纯, 天津大学科威公司) ; HA 粉体
(四川新津县马龙化工厂) ; A-MEM 培养基( Gibco 公
司, 美国) ; 胎牛血清( Hyclone 公司, 美国) ; 0. 25%胰
蛋白酶( Sigma 公司,美国)。JSM-6700F 型扫描电镜、
JEM -100CXⅡ型透射电 镜 ( JEOL 公司, 日本 ) ;
DMAX/ 2500/ PC 型 X 线衍射仪 ( Rig aku 公司, 日
本 ) ; FTS3000 型傅立叶红外光谱 ( BIO-RAD 公司,
美国)。
1. 2　nano-HA -CS 复合支架制备
按参考文献 [ 6] 方法, 分别称取一定质量的
Ca( NO 3) 2·4H 2O、KH2PO4 和CS溶解在2. 0%的乙酸
溶液中并充分搅拌, 最终配成一定浓度和质量比的
nano-HA -CS 前体溶液( CS 浓度, CS-HA 理论生成量
质量比: CS 1. 0% , CS-HA 1∶1; CS 1. 0% , CS-HA
1∶2; CS 2. 0% , CS-HA 2∶1; CS 2. 0%, CS-HA
2∶2; CS 3. 0% , CS-HA 3∶1) ,离心去气泡。预先用
少量溶液注入模具, 在模具内沉积一层CS 膜;然后用





1. 3　nano-HA -CS 支架材料的物理化学性能表征
1. 3. 1　支架形态学观察　将支架用利刀切开, 以显示
内部结构, 喷金镀膜后在 JSM-6700F 型扫描电镜下观
察其微观形貌, JEM -100CXⅡ型透射电镜观察HA 晶
体颗粒大小和分布。
1. 3. 2　支架孔隙率、密度测定　采用液体置换法测
定[ 7] ,用量筒量取 V 1 体积的无水乙醇, 取一定质量
( W)的支架浸入其中,反复抽真空至无气泡逸出,此时
量筒读数是V 2 ,将含乙醇的支架材料移出后记所剩乙
醇体积为V 3, 支架孔隙率( P )可用下式计算: P= ( V 1-
V 3 ) / ( V 2- V 3) , 支架的密度d= W / ( V 2- V 3 ) ,每种样
品测6个。




1. 4. 1　细胞-支架共培养　取大小为5 mm×5 mm×




形成密度为 1. 0×105 / ml的细胞悬液。取细胞悬液均
匀接种于两种支架上,置于37℃, 5% CO 2 培养箱中培




复合支架和纯CS支架各4个样品, PBS 液冲洗3次, 用
细胞计数板计算黏附细胞的百分率[ 8]。






采用 SPSS10. 0 统计软件包进行分析, 数据以均
数±标准差表示。组间比较采用方差分析, 组内两两比
较采用独立样本 t检验, P 值< 0. 05为有统计学意义。
2　结果
2. 1　nano-HA -CS 支架的形态及孔隙率
扫描电镜观察复合支架具有多孔结构(图1 a～c) ,
孔径为100～500 Lm, 大多数孔径为400～500 Lm。支
架孔内无HA 晶体聚集, 孔壁上有大量细小的HA 晶
体连续、均匀分布,犹如“铺路石”状紧密镶嵌在孔壁上
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(图1 d)。支架具有很高的孔隙率,而随着CS 和HA 含
量的增加,支架的孔壁增厚,孔隙率降低,密度升高, 见
表1。支架的密度、CS 和HA 总含量不同的支架,两两
比较差异有统计学意义( P< 0. 05)。支架孔隙率比较,
支架( CS 1. 0% , CS-HA 1∶1)与支架( CS 2. 0%, CS-
HA 2∶1; CS 2. 0%, CS-HA 2∶2; CS 2. 0% , CS-HA
3∶1)比较,差异均有统计学意义( P< 0. 05)。透射电
镜观察,可见大量的HA 晶体包裹于 CS 的基体中, 晶





Tab . 1　Density and interval porosity of the nano-HA-CS scaff olds( n=
6,x-±s )
CS 浓度( % )
Concent rat ion




密度( g/ cm 3)
Density
( g/ cm 3)
孔隙率( % )
Interval
porosity ( % )
3. 0 3∶1 0. 091±0. 008 88. 3±4. 3*
2. 0 2∶2 0. 096±0. 009 87. 6±4. 2*
2. 0 2∶1 0. 069±0. 012 89. 4±7. 2*
1. 0 1∶2 0. 072±0. 006 90. 2±3. 2　
1. 0 1∶1 0. 049±0. 005 92. 9±3. 0　
　　* 与支架( CS 1. 0% , CS-HA 1∶1)比较P 值< 0. 05
　　* C om pared with the s caffold ( CS 1. 0% , CS-HA 1∶1) , P < 0. 05
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细胞-支架复合物共培养 4、6、8 h, 成骨细胞在
nano-HA-CS 复合支架上的黏附率分别为 24. 25%±
2. 88%、35. 51%±3. 81%和67. 63%±3. 63%, 均明显
高于在纯 CS 支架上的黏附率 15. 34%±2. 81%、
22. 84%±3. 02%和46. 04%±3. 62%, 差异有统计学








































作用,可以使-OH 向内缓慢渗透, 进而控制CS 沉积和
HA 形成两个反应有序进行,同时CS 可以起到模板的








HA 晶体,按CS 形成的框架有序沉积, 彼此连接,与CS
基体结合紧密, 晶体大小与骨组织中的磷灰石类似。
nano-HA -CS 支架中 HA 的 X 线衍射峰峰形变宽,
峰位重叠,是因为形成的HA 晶粒在纳米级,且呈弱结
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图 1　扫描电镜观察nano-HA-CS支架的微观形貌　○a　CS 1. 0% , C S-HA 1∶1 (×50)　○b　CS 1. 0% , CS-HA 1∶2(× 50)　○c　CS 2. 0% , C S-
HA 2∶2(×50)　○d　支架孔壁上的 HA 晶体连续、均匀分布,如“铺路石”状(×10 k) 　图 2　透射电镜观察nano-HA-CS支架 ( CS 1. 0% , CS-HA
1: 1)的微观形貌 (× 100 k )　图 3　nano-HA-CS支架的 X线衍射谱图　A: HA　B: CS 1. 0% , CS-HA 1∶1　C: CS 1. 0% , CS-HA 1∶2　D: C S
2. 0% , CS-HA 2∶2　E : CS 2. 0% , CS-HA 2∶1　F: C S 3. 0% , CS-HA 3∶1　G: CS　图 4　nano-HA-CS支架的红外光谱分析　A: CS 2. 0% , C S-
HA 2∶1　B: CS 3. 0% , C S-HA 3∶1　C: CS 1. 0% , CS-HA 1∶2　D: CS 1. 0% , CS-HA 1∶1　E: CS　F: CS 2. 0% , CS-HA 2∶2　G: HA　
a:CO 32- 的吸收峰　b : CS酰胺Ⅰ谱带和酰胺Ⅱ谱带　图5　成骨细胞与支架共培养5 d的组织切片观察( HE×400)　图 6　成骨细胞与支架共培养 5
d的扫描电镜观察(×500)
Fig. 1　Microscopic morphology of the nano-HA-CS scaffold　○a　CS 1. 0% , CS-HA 1∶1 (×50)　○b　CS 1. 0% , CS-HA 1∶2(× 50)　○c　C S
2. 0% , C S-HA 2∶2(×50)　○d　Th e nan o-HA crystal s dist ribu ted on the pore w al ls homogeneous ly and cont inuous ly (×10 k)　Fig. 2　The TEM
image of the nano-HA-CS scaffold ( CS% : 1. 0% , CS-HA: 1∶1, TEM ×100 k )　Fig. 3　The XRD patterns f or the nano-HA-CS scaffold　A: HA　
B: CS 1. 0% , CS-HA 1∶1　C: CS 1. 0% , CS-HA 1∶2　D: CS 2. 0% , CS-HA 2∶2　E: CS 2. 0% , CS-HA 2∶1　F: CS 3. 0% , CS-HA 3∶1　G: C S
　Fig. 4　The FTIR spectra for the nano-HA-CS scaffold　A :C S 2. 0% , CS-HA 2∶1　B: CS 3. 0% , CS-HA 3∶1　C: CS 1. 0% , C S-HA 1∶2　D:
CS 1. 0% , CS-HA 1∶1　E: C S　F: CS 2. 0% , CS-HA 2∶2　G: HA　a: CO 3
2- derived bands　b: Bands of amide Ⅰ and amide Ⅱ　Fig. 5　The
his tological section observation on the osteoblasts co-cul tured with the scaffold for 5 days ( HE × 400 ) 　Fig. 6　The SEM observation on the
osteoblasts co-cul tured with the scaffold for 5 days (×500)
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